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Patcntansprilchc; 

1. Decapeptidamide der aBgemetnen Formel 
PyrG|u-His^Trp-Ser-RrRrR3-Arg*Pro-Gty-NH2 

in der R, Tyr oder Phe, R, D-Nle, D-Nva, D-Abu, 
D-Phe, D-Ser, D-Tbr oder D-Met und R3 Leu, He 
oder Nlebedeu ten, 

2. Decapepddamid nach Anspruch 1, dadurch 
gekezuoeichnet, dafi Ri Tyr, Ri D-Ser und R3 Lea 
bedeutea 

3. Decapepddamid nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzekbnet, dafi Ri Tyr, R 2 D-Phe und Rj Leu 
bedeuten. 

4. Verfahren zur HersteDung der Decapeptidami- 
de nach Anspruch 1 v dadurch gekennzelchnet, dafi 
man in an sich bekannter Weise L-Pyroglutaminsau- 
re oder ein der in Anspruch 1 angegebenen 
AminosSuresequenz entsprechendes, N-terminal ei- 
nen l^Pyroghitammsaurerest aufweisendes Peptid- 
fragment mit einec Aminokomponente, die dem 
restBchen Tdl des gcwflnschten Decape'ptzdamids 
en tspricht, kondensiert, wobei die beiden Reaktions- 
partner wahlweise erne oder mehrere Sdmtzgrup- 
pen enthalten kdnnen, und die gegebenenfalls 
vorhandenen Schutzgruppen abspaltet 
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ONB: N-Hyoroxy-5-m3rbornen^3-di- 

carboximtd ester 
OSu; N-Hydroxysiiccinimidester 
Phe: Phenylalanin 
Pro: ProUn 
PyrGlu; Pyroglutanunsfiure 
Sen Serin 
Thn Threonin 
Tos: Tosyl 
Trp: Tryptophan 
Tyr: Tyrosin 

Es ist bekannt, dafi der Hypothalamus Faktoren 
enthalt, welche auf hdherer Ebene die Sekredon 
topischer Hormone aus der Hypopbyseregeln. 

Nach der IsoBerung eines Thyrotropin freisetzenden 
Hormons (TRH) wurde ein Hormon, das lutemisierende 
Hormone freisetzt (LH-RH), in reiner Form aus 
Schweinen und Schafen extrahiert und als ein 
Decapeptid der folgenden Struktur identifiziert: 

PyrGlu-His-lxj^^ 

[A. V. Schaily etaL, Biochem. Biophys. Res. Cbmmua, 
43, 1334 (197!): R. Gufflemin et aU Proa Nat Acad Set, 
USA, 69, 278 (1972)} Auf diese Erkenntnis folgte die 
HersteDung einer Anzahl ahnlicher Peptide. Mit den 
analogen Peptiden wurden auch biologische Tests 
durchgefflhrt Da jedoch die pbyslologische Wirksam- 
keit des Peptids seibst durch geringftfgige ModifDcatio- 
hen in der oben angefQhrten Atninpsaurezusammenset- 
zung stark beeintrtchtigt wird, muB die oben angefOhrte 
chenusche Struktur als wesentiich fur die Endelung der 
Jen physiologischen Wirksamkeit angesehen 



Die Erfindung betrifft neue Decapeptidamide mit 
starker ovulationsinduzierender Wirkung der allgemei- 
nenFonnel 

. _ werden [A.V. Schatiy etaL, Biochem. Biophys. Res. 

P>^lu-HiS"Trp-Scr-R r R r R r Arg-Pro-Gry-NH 3 (I) 35 Commua, 4, 366 (1972)]. . 

Kfirzlich verOffentlichten Monahan et aL in ^Bioche- 
mistry^ Band 12, Seiten 4616-4620 (1973^ dafi unter 
den von flmen hergesteflten LH-RH- Analogen wie z. R 
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in der R t Tyr oder Phe, Ri D-NIe, D-Nva, D-Abu, D-Phe, 
D-Ser, D Thr oder D-Met und R* Leu, He oder Nle 
bedeuten. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren 
HersteDung der Decapeptidamide der Formel (Q. 

In der Beschreibung und den PatentansprQchen sind 
Aminosauren und Peptide und ihre aktivierten Carb- 
oxyi- oder Schutzgruppen mit Abkflrzungen bezeichnet, 
wie sie entweder auf dem betreffenden Fachgebiet 45 
gebrauchlkh sind oder vom Committee on Biochemical 
Nomenclature IUPACMUB vorgeschlagen wurden. 
Wenn nfcht anders angefQhrt ist, weisen die Aminosfiu- 
ren L-Konfiguralion auf. 

Folgende AbkQrzungen wurden beispietsweise 
wendet: 
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Abu: *-AminobuttersAure 

Arg: Arginin 

BOC: tert-Butoxycarbonyl 

Bzl: Benzyl 

DCC: NX^Dicyclohexylcarbodiimid 

Gly: Olycin 

His: Histidin 

HONB: N-Hydroxy-5-norbornen-23^icarb- 

oximid 

tie; fsoieucin 

Leu: Leuctn 

Nle: Norieucin 

Nva: Norvalin 

Met: Methionin 

OMe: Methylester 

OBzt: Benzylester 
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[Ala*JLH*RH, [D-AJa^JLH-RH, 
[VaffiLH-RR [D*Var*JLG*RH, 
[Pro^LHRH iind[T>ProqLrf-RH 

jene der Formel [D-Ala«]LH-RH die stfirkste Wirksam- 
keit aufweist, nflmlich 350-450% der Wirksamkeit der 
Stamm-LH-RH-Verbindung. Die Ltteratur lehrt weiter- 
hin, dafi LH-RH-Analoge, die in Stellung 6 eine 
D-Aminosfture mit einer grOfleren Anzahl von Seiten- 
ketten aufweben, als D-Ala, weniger wirksam sind als 
das Stammhormon. Trotz des oben angefOhrten Standes 
der Technik ist es gclungen. Polypeptide der Formel (IX 
in welchcn die D-Aminosaure m Stellung 6 eine grdfiere 
Anzahl von Seitenketten aufweist als D-AJa, herzustel- 
len und auf ihre LH-RH- Wirksamkeit zu testen. Dabei 
wurde Qberraschend geftmden, dafi die erfindungsgemft- 
fien Polypeptide der Formel (I) urn wenigstens 1000% 
wirkungsvoUer sind als ihre StamnvLH-RH*Hormone. 
Die Erfindung beruht auf diesen Erkenntniasen. 

Hauptzlel der Erfindung 1st daher die Bereitsteilung 
von neuen Decapeptkiamiden der Formel (1) und 
starker ovulauonsinduzierender Wirksamkeit 

Ein weiteres Ziel der Erfindung ist die Bereitsteilung 
eines Verfahrens zur Hcrstetlung der Decapeptidamide 
der Formel (I). 

Die Gegenstfinde der Erfindung gehen aus den 
AnsprQchen hervor. 

Der Reaktant (A) ist daher L-Pyroglutaminsfiure oder 
ein Peptidfragment, das eine N-endstandige L-Pyroglu- 
taminsaure aufweist und aufierdem von dort an die 
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Aromo&uresequenz der Forroel (I) besim, Der mit dem Reaktanten (A) und (B) gegebenenfalis geschtim sind- 
Reaktmiten (A) zu kopdeiwilerewJe Reaktant (B) fct eine Grundlegende KombfoationsmdgUcbkelten der 

Amfakomponcnte, wefcbe dem Rest de? Decapeptfd- ReaJcwtten (A) und (B) sind aus der nacbstehenden 

ainidderivates der Formel (l) entsprfcbt, wobei die Tabelle I ersicbttlcb. 

TabeBe 1 

Kom- Reaktant 

bin* (A) ' (B) 
tioa 

1 PyiGlu-OH H-ffis-Tip-Ser-R,-R 2 -R3-Aig-Pro-Gly-NH 2 

2. PyiGlu-His-OH H-Trp-Ser-R l -R 1 -R i -Aig-Pro-Gly-NH 2 

3 PyrGlu-His-Trp-OH H-Ser-Ri-R 2 -R 3 -Arg--Pn>-GIy-NH 2 

4 PyiGlu-His-Ttp-Ser^OH H-R,-R 2 -R3-Aig-Pn>-Gly-NH 2 

5 pyiGlu-His-Trp-Ser-Ri-OH H-R 2 -Rj-Aig-Pro-GIy-NH 2 

6 PyiGlu-His-Trp-S€r-R,-R 2 -OH H-Ra-Aig-Pro-GIy-NH 2 

7 PyiGlu-His-Tip-Sei-Rj-Rj-Ra-OH H-Arg-Pio— Gly-NH 2 

8 PyiGIu-BQs--Trp~Scr-R,-R 2 -I^-Aig-OH H~Pro-GIy-NH 2 

9 PyrGIu-His-Trp--Ser--Ri-R 2 --R3-Arg-Pro-OH H-Gly-NH 2 
10 PyiGlu^His-Trp-Ser-R^Rr-Ra-Arg-Pro-Gly-^H NH 3 

Es ist auch bekannt, daB eme geschtttzte L-Ghitamyl- Vor der Kondensation kdnnen die Carboxyl- und 

gxuppederaugemeinenFonnelOI) . 30 ^S&^g^^S^d^an" 

R.CO-CH^CHCNHJCO- (II) nS^aTsS b2S£ £££n 

™««t> ^. nv«T«ni«n*«V7 p Methoxv Athoxv aktiviert werden. Die Carboxyigruppen in den Aus- 

m Als Schutzgnippen fQr die Aminogruppen in den 

H 40 Ausgangsmaterialien sind alle bet der Herstellung der 

O N .CO — Peptide gebrauchlichen Schutzgruppen/flr Aminogrup- 

^/ \S pen, wie z. R die Benzyloxycarbonyl-, tert-ButOxycarbo- 

\ / nyl-, Isoborayloxycarbonylgruppen geeignet Die Imi- 

durch in Kontaktbringen mit einer Base wie Z.B. nogruppe des Hjstidins kann durch jede herkOmmliche 

A^oniak il dXoder einer Sflure wie z. B. Essigsflure 45 Schutzgruppe wie z. R die Benzyl-, Tosyl-, 2,4-Dinitro- 

^^m«ew^eltwerfen kann und daB die Gruppe phenol-. tert-Butoxycarbony I- oder Carbobenzoxygrup- 

muMMidbM equivalent fat Das erfindungsgemaBe kann durch jede herkflmmliche ^tzgruppewe z. R 
vlrfShJf Ui «TdS Aimahme auf Rebaut, daB das die Benzyl-, tert.-Butylgruppe und andere atherbtldende 
7 ^S.amvHA k PvrfjTE ReXten (A) nicht so Gruppen geschOtzt werden. Die Hydroxylgruppe des 

^ TySklnn mit der BenzyU, tert-Butyl- und anderen 
SLteTokSKK «ter Formel (II) ein- ItheAildenden Gruppen, die Guamdmogruppe des 

A^^^SX^Si^t^*^ Pentachlorphenol. ^Trichlorphenol, W-plnitrophe- 
^^^^XS^^Sv^ON^/trteh' eo nol,C^anomethylaltohol,|)-Nlux)pheiK)lN.Hydroxy^ 
™ ^mS^TSSas^^erf^eil das< Oilorid- nofbornen-23-dicarboxlmid, N-Hydroxysuccinhnid, 
$ ft da^ N-HydjoxyphUiaiimid oder N-Hydroxybenztn^ge. 

c«„lJ^^^„«?«h«n.d M DCC.Verfahren.das Aktiv- nannL Die aktivierten Aminogruppen in den Ausgangs- 
^SSS££X^^S^^1^ * 6nne " * * das entsprechende Phosphor- 

ffii£££SS^^ 65 $S ^n^ende; , Tebe.le sind Befapie.e for 

fS-S^r-u-nd LObkef Academ/ Press, New — -**^^g^ 
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Tabs!!* 2 



Bebpfele fflr 
tioaen 



Ai 
(A) 

COOH 



terf alien 



NH 2 



(B) 

COOH 



1*) 

2 

3 



frei 

aktiviert 
frei 



geschutzt 
geschutzt 
gescbutzt 



geschQtzt 
frei 

geschfirzt 



frei 
frei 

aktiviert 



Amncrkuug: 

In dem mit *) bezeichneten Fan liegt im Reaktionssystem vorzugswefee ein Dehydiatisienings- 
mittei wic z. B, tin Caibodfimid wie Dicydohextfcarbodiiniid vor. Eine Ausfuhiungsfonn der Er- 
findung ist im nachstehenden Reaktionsschema dargestellt 



PyrGIu-His-Trp + Ser-R,-Schutzgruppe 

| Kondensation (z. B. DCC/HONB) 
PyrGhi--His-Trp-Ser~R r Schutzgnippe 

Entfernung einer Schutz- 
gruppe (z. B. kataiytiscbe 
Reduction mit Pd Katalysator) 
PyrGlu-His-Trp-Ser-R, 



N0 2 

ZHfc 3 -R 3 -Arg-Pro~GIy-NH 2 



I Entfernung einer Schutzgruppe 

I (z. B. r ~ — * 



. in Gegenwart von HBr)* 



I 

Ri-R3-Arg-Pro-GIy-NH 2 



Kondensation (z. B. in Gegenwart von DCC/HONB 
oder DCC/l-HydroxybenztriazoI) 

PyrGlu-His-Trp-Sef-R l -R ? -R 3 -Arg-Pro-Gly-NH 2 

] Entfernung einer Schutzgruppe (z. B. in Gegen- 
wart von SnClj in Ameisensaure-Wasser, katalyti- 
schcr Reduktion mit einem Pd Katalysator 
oder HF) 

PyrG!u-Hij-Trp-Ser-R I --R 2 -R3--Arg-Pro-Gly-NH 2 



Diese Reaktion kann in Gegenwart eines Ldsungs- 
mittels durchgefahrt wcrdert Das LOsungsmittel kann 
das gleiche sein wie es bei Peptidkondeiisationsreaktio- 
nen verwendet wtrd, z.R kfinnen wasserfreies oder 
wisseriges Dimethylformamid, Dimethylsulfoxid, Pyri- 
din. Chloroform, Dioxan, Dichlormethan, Tetrahydrofu- 
ran sowie geelgnete Mischungen soldier Ldsungsmttte! 
als Beispaele angefQhrt werden. 

Die Reaktionstemperatur liegt innerhalb eines Be- 
reichs, welcher als fflr Reaktionen zur Peptidbindungs- 
bitdung geeignet bekannt ist, d. h. gewdhnlich innerhalb 
eines Bereichs von etwa -20 bis etwa 30° G Die 
Precursorprodukte (die geschOtzten Peptide) der 
herzustellenden erfindungsgemftBen Verbindungen 
kOnnen Ieichl nach dem Festphasesyntheseverfahren 
hergestelft werden. 

Nach Beendigung der Kondensationsreaktion kdn- 
nen die gegebenenfaits vorkandenen Schutzgnippen 
nach bekannten Verfahren entfernt werden. Als 
Beispiele hierfOr seien kataiytische Reduktion in 
Gegenwart eines Katalysators wie Palladiumsehwarz, 
Palladium auf Kohle, Platin, Solvolyse mittels Fluorwas- 
serstoff, Trifluoressigsaure, und Reduktion mit metalli- 
schem Natrium in flUssigem Ammoniak genannL 

Das so hergestellte Peptid der Formel (I) kann aus 
dem Reaktionsg-misch nach an sich fOr die Gewinnung 
von Peptiden bekannten Verfahren wie z. B. Extraktion, 



Verteihing, Saulenchromatographie gewonnen werden. 

Die erfindungsgem&£e Reaktion kann nach jedem an 
sich bekannten herkdmmiichen Festphaseverfahren 

45 durchgefQhrt werden. . 

Das Peptid der Formel (I) kann auch in Form eines 
Salzes gewonnen werden. 

Als Sfturen, die mit den Peptiden der Formel (I) Salze 
bilden, seien anorganische Sfluren wie Salzs&ure. 

50 BromwasserstofTsaure, PerchlorsSure, Salpeters&ure, 
Rhodanwasserstoffsaure, Schwefeblure, Phosphorsfiu- 
re und organische Sfiuren wie Ameisensaure, Essigsfiure, 
Propionsaure, Glycolsaure, Milchsaure, Brertztrauben- 
saure, Oxalsfiure, Malonsaure, Bemsteinsaure, Malein- 

» jfiur e, Fumarsatire, AnwraiiybSure, Zimtsfture, Naptha- 
linsulfonsaure oder Sulfanylsaure genannt . 

Die ertindutigsgem&Ben Decapeptlde der Formel (I) 
besitzen LH-RH- Wirkung (d h* sie setzen ein hitemisie- 
rendes Hortnon frei) und fdrdern daher die Sekretion 

60 von luteinisierendem Hormon (LH) und follikelstimulie- 
rendem Hormon (FSH). Die Polypeptide der Formel (I) 
sind daher for die Verwendung zur Fflrderung der 
Ovulation bei Frauen und Tieren wi? a.B. Ratten, 
Schafen, Schweinen, KOhen, Stuten, Wachteln oder 

65 Htihnern geeignet, sie konnen auch fOr andere 
pha; mazeutischs Zwecke, f Qr welche bisher herkBmmli- 
che LH-RH, M und FSH-Praparate eingesetzt worden 
sind. verwendet werden. 
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Da die LH-RH-Wirkung dcr Decapeptide der Formel 
(I) etwa 10- bis 25mal starker 1st als die LH-RH-Wir- 
kung der in der Natur vorkommenden Verbindungen, 
kann ihre Dosierungsmenge fQr jede Anwendung auf 
der Basis dieses Vielfachen ermittelt werden, wobei s 
auch andere Faktoren (wie z. E der Empfanger der 
Verabreichung oder die Art der iCrankheit) in Betracht 
zu Ziehen sind. So kann z. B. eine geeignete Dosierungs- 
menge innerhalb eines Bereiches von etwa 5ng 
(Nanogramm) bis 10 ug tfiglich pro Kilogramm io 
Kdrpergewicht liegen. 

Decapeptide der Forme! (I) werden vorwiegend 
nichtperoral, d. h. mittels Injektion. rektal oder vaginal 
verabretcht, obgleich sie in manchcn Fallen auch peroral 
verabreicht werden. »5 

Als Beispiele for geeignete Darreichungsformen seien 
Injektionen, Suppositorien, Pessarien und Pulver ge- 
nannt Die Injektionen kdnnen durch l^Osen von etwa 
10— 500 y eines Polypeptides der Formel (I) in 1 ml 
physiclcgischcr KcchsalzlSsung hergestcllt werden. Die 20 
Decapeptide der Formel (1) kdnnen auch durch Zugabe 
von Mannit als Excipienten in lyophiiisierte Ampullen- 
produkte Gbergefflhrt werden und sind in dieser Form 
jederzeit als Injektionen gebrauchsfertig. 

Die als Ausgangsmaterialien im erfindungsgemSBen 25 
Verfahren geeigneten Peptide kdnnen a a. nach fOr die 
Peptidherstellung bekannten Verfahren hergestellt 
werden. 

Die Erfindung wird anhand der Beispiele naher 
erlautert *> 

In den Beispielen bedeuten folgende Abkflrzungen 
den Rf-Wert bei DOnnschichtchromatographie an 
Silikagel mi: den folgenden Ldsungsmittelsystemen: 

RP : Chloroform/Methanol/Essigsaure 9 : 1 : 0,5 *5 
RP: Athylacetat/Pyridift/Essigsaure/ 

Wasser30: 10:3:5 
RP: n-Butanol/Athylacetat/Essigsaure/ 

Wasser 1:1:1:1 

40 

Beispiel 1 

Herstellung von PyK}lu-His-Trp-Ser-Phe-(D)- 
Nva-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2 

a) Herstellung von 
Z-iDJ-Nva-Leu-ArgtNOj^Pro-Gly-NHj 

Einer L6sung von Z-(D)-Nva-OH (380 mgX H-Leu- 
Arg(N02>-Pro-Gly-NH2 (690 mg) und HONB (300 mg) 
in 5 ml Dimethyiformamid werden 340 mg DCC bei 0°C M 
unter Ruhren zugegeben. Das Gemisch wird 2 Stunden 
lang bet 0°C und weitere 10 Stunden lang bei 
Raumtemperatur geruhrt Das Reaktionsgemisch wird 
abfiltriert, urn den entstandenen Dicyclohexylharnstoff 
zu entfemen, das Filtrat wird zur Trockne eingeengt M 
Der erhaltene RQckstand wird in 100 ml Chloroform 
geldst und die Losung mit einer 4%igen wasserigen 
Natriumbicarbonatlosung und Wasser gewaschen. Die 
gewaschene Losung wird uber wasserfreiem Magnesi- 
umsulfat getrocknet und zur Trockne eingeengt Der w 
Ruckstand wird mit einem Gemisch aus Athyiacetat 
(25 m!) und Ather (25 ml) digeriert, man erhak em 
weiBes Pulver, das abfiltriert und aus Athanol-Ather 
nochmab ausgefaJlt wird. Die Ausbeute betragt 1,12 g, 
[<*]? -505° (c~ 1,1 in Methanol Rf 1 -032. & 

Analyse fQr QaHszO^Nto 

berecnnet C5332; H7.27; N 19,43 
gefunden C 53,49; H 7,56; N 19,19 



b) Herstellung von PyrGlu-His-TRp-Ser-Phe-(D)- 
Nva-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2 

Z-(D>Nva-Leu-Arg(N02)-Pro-Gly-NH2 (1,0 g) wird 
in 10 ml 25%igem Bromwasserstoff in Essigsaure geldst 
und die Losung 50 Minuten lang gertihrt Das 
Reaktionsgemisch wird mit 200 ml trockenem Ather 
verdOnnt urn einen Niederschtag zu erhalten, dieser 
wird abfiltriert und gut mit trockenem Ather gewa- 
schen. Das gesammelte Pulver wird Ober Natrtumhydro* 
xid bei vermindertem Druck getrocknet Dieses Pulver 
wird in 10 ml Dimethyiformamid zusammen mit 
(Pyr)Glu-His-Trp-Ser Phe-OH (1.0 g) und HONB 
(440 mg) geldst Die Losung wird auf 0°C gekuhlt und 
unter RQhren mit 400 mg DCC versetzt. Das Gemisch 
wird 6 Stunden lang bei 0°C und weitere 16 Stunden bei 
Raumtemperatur gerfihrt Dann wird das Reaktionsge- 
misch filtriert urn den entstandenen Dicyclohexylharn- 
stoff zu entfernen, das Filtrat wird unter Zugabe von 
SCO ml Ather digcricrt, urn cincn Nicdcrschlag zu 
erhalten, welcher abfiltriert wird Der gesammelte 
Niederschtag wird in HWfeigem wasserigem Athanol 
geldst und die Losung Ober eine mit Polystyrolharz 
[Amberlite* XAD-2, 3,5 x25 cm] gefOllte Kolonne 
geleitet Die Kolonne wird nach dem Gradientenelu- 
tionsverfahren mit 10%igem wasserigem Athanol und 
100<M>igem Athanol (500:550 ml) eluiert Die Haupt- 
fraktion (380—520 ml) wird gesammelt und zur Trockne 
eingeengt Der RQckstand wird in 5 ml heiflem 
Methanol geldst und durch Zugabe von Athyiacetat 
nochmals ausgefaitt, urn das geschOtzte Decapeptidamid 
zu erhalten. 1.41 g [*]? -35,4° fc-C.12, in Methanol), 
RP-O20,RP=0,56. 

Das geschOtzte Decapeptidamid (500 mg) wird in 5 mi 
wasserfreiem Fluorwasserstoff zusammen mit 03 ml 
Anisol bei -70°C geldst Nach 30 Minuten langem 
ROhren bei -5°C wird der Fluorwasserstoff abge- 
dampft Der entstandene RQckstand wird in 20 ml 
Wasser gelds 1 und die Ldsung zweimal mit 10 ml 
Athyiacetat extrahiert Die wfisserige Schicht wird Ober 
eine mit Carboxymethylcelhilose (2x33 cm) gefOllte 
Kolonne geleitet, die Kolonne wird nach dem 
Gradientenelutionsverfahren unter Einsatz eines Am- 
moniumacetatpuffers als Eluens eluiert [0,005 M, pH 6,8 
(500 ml) .. . 0,2 M, pH 6,8 (500ml)]. Die Hauptfraktion 
wird gesammelt (420—680 ml) und lyophilisiert, wobei 
ein weiBes Pulver erhalten wird Die Ausbeute betragt 
380 mg, [a]? -32,4* (c-6,52, in 5%iger Essigsaure, 
RP « 0,05. RP= 0,68. 

Aminosaureanalyse: His 1,01; Arg 0,98; Trp 037; Ser 
0,94;Glu 1,00; Pro l,02;Gly 1,00; Nva 1.01 ; Leu 1,00; Phe 
037 (Peptidgehalt 84%). 

Beispiel 2 

Herstellung von PyrGhi-His-Trp-Ser-Tyr-(D)-Nle- 
Leu-Arg-Pro-Gry-NHj nach dem Festphaseverfahren 

a) Herstellung von BOOGly-Harz 

In 60 ml Chloroform- Athanol (2:1) werden 10 g 
Chlormethylharz eingebracht (CM3ehalt 2J0 mMol/g), 
darauf folgt die Zugabe von 103 g BOC-Gly und 8,4 ml 
Triathylamin. Das Gemisch wird bet Raumtemperatur 
1^ Stunden geruhrt und dann 24 Stunden lang erhitzt 
Das Harz wird abfiltriert und gut mit Dimethyiform- 
amid, dann mit Athanol, Wasser. Athanol und Ather in 
angegebener ReOienfolge gewaschen und getrocknet 
Die Ausbeute betragt 1 7,55 g. Die Aminosaureanaryse 
zeigt, daB dieses Harz 0,88 mMol/g BOC-Gly enthilt 

mmnn 
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b) Hcrstellung des PyrG!u-His(Tos)-Trp-Scr(Bzl)- 
Tyr(Bzl)-D-Nle-Leu- ArgfTos)- Pro-Gly- Harzes 

In das ReaktionsgefaB einer automatischen Peptid- 
herstellungsvorrichtung (Model! APS-800 von Simadzu 5 
Seisakusho K.IC, Japan) werden 2,177 g BOCGly-Harz, 
das wie oben angefOhrt hergestellt wurde, eingebracht 
und mil Dichiormethan 12 Stunden lang angequollen. 
L'-ann werden folgende Aminos&uren nach dem unten 
angefOhrten Schema eingebracht: to 

BOC-Pro, BOC-ArgfTos), BOC-L*u, 
BOC-D-Nle, BOC-Tyr(Bzl), BOC-Ser(Bzl), 
BOC-Trp, BOOHisfTos), PyrGlu. 

Dichiormethan (3 Minuten x3),^ 50% Trifluo- is 
ressigsaure/Dichlormethan (10 bzw. 30 Minuten), 

— Dichiormethan (3 Minuten x3),- Athanol (3 
Minuten x 3), — Dichiormethan (3 Minuten x 3) 

— 10% Triathylamin/Chloroform (10 Minuten) -* 
Chloroform (3 Minuten x 3) > Dichiormethan (3 20 
Minuten x 2) BOC-Aminosdureanhydrid (her- 
gestellt aus BOC-Aminosdure und DCC nach einem 
bekannten Verfahren) (30 und 60 Minuten) 
Acetylierung (mit Saureanhydrid in Dichiormethan 
und Triathylamin) (1 Stunde) Dichiormethan (3 25 
Minuten x 3) [nur PyrGIu wird direkt mit DCC in 
Dimethylformamid kondensiert} 

Das Harz wird mit Athanol, Chloroform und 
Dimethylformamid, dann mit Ather gewaschen und 30 
getrocknet die Ausbeute betragt 6£0 g. 

c) Herstellung von PyrGlu-His(Tos)-Trp-Ser(Bzl> 
Tyr(Bzl)-D-Leu-Leu-Arg(Tos)-Pro-GIy-NH2 

In 50 ml mit Ammoniak gesdttigtem Methanol 35 
werden 2,622 g des nach b) hergestellten Harzes 
suspendiert die Suspension wird bei Raumtemperatur 
70 Stunden lang geruhrt 

Das Harz wird abfiltrierf und mit Dimethylformamid 
gewaschen. Das Filtrat und die WaschwSsser werden 40 
zusammengegeben, bei vermindertem Druck zur Trock- 
ne eingeengt und mit Ather behandelt Nach diesem 
Verfahren erhalt man 1 ,1 87 g rohes Pulver. 

Tabelle 
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588 mg dieses Produktes werden in einer trockenen 
Saule an 50 g Silikagel gereinigt, als Entwicklerftossig- 
keit wird ein Losungsmittelsystem aus Methanol und 
Chloroform verwendet Man erhfilt 186 mg des ge- 
wOnschten Produktes. 

d) Herstellung von PyrGlu- His-Trp-Ser- 
Tyr-D-Leu-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2 

In Gegenwarf von 0,2 ml Anisol und 0,2 ml Mercapto- 
athanol werden I733mg des nach c) hergestellten, 
geschfltzten Peptides in 5 ml trockenem Fluorwasser- 
stoff gelds t, die Losung wird bei 0°C 1 Stunde lang 
gerOhrt Nach Ablauf dieses Zeitraumes wird sie bei 
vermindertem Druck zur Trockne eingeengt und das 
Konzentrat in 20 ml Wasser geldst Die unlOslichen 
Stoffe werden abfiltriert und das Filter Ober eine 
Kolonne (13 cm Durchmesser x 20 cm) eines stark 
basischen Anionenaustauscherharzes (Amber-lite* 
IRA-410 Acetat-Form) geleitet Die vorgereinigten 
Effiuenten werden anschlieDend mtoe!sCarbo*ylmRthyl- 
cellulose (13 x 22 cm; nach dem Gradientenelutionsver- 
fahren unter Einsatz von 0,005 M bis 0,2 M Ammo- 
niumacetat mit einem pH- Wert von 63) und hierauf Ober 
Polystyrolharz (Amberlite* XAD-2) (13x73 cm, nach 
dem Gradientenelutionsverfahren unter Verwendung 
von 5— 70%igem wasserigem Athanol) gereinigt Das 
Eluat wird derGelfiltrationschromatographie an Sepha- 
dex* LH-20 (03x533 cm, 0,1 N EssigsSure) unterwor- 
fen. Man erhalt 39 mg der gewQnschten Verbindung. 
[a] £-403° (c-03 in 5%iger wfisseriger Essigsfiure). 

Aminosflureanalyse (Saurehydrolyse in Gegenwart 
von Thioglycolsaure): GIu 037; His 037; Trp 034; Ser 
038; Tyr 1,0; Leu 1,00; Nle 1,06; Arg 1,03; Pro 1,00; Gly 
1,03(87% Ausbeute). 

Beispiele 3-13 

In der nachstehenden Tabelle sina* Decapeptidamide 
der Formel (I) angefOhrt welche nach einem in Beispiel 
2 angefOhrten ahnlichen Verfahren* jedoch unter 
Einsatz der in der Tabelle angegebenen Ausgangsmate- 
rialien anstelle der in Beispiel 2 angefOhrten hergestellt 
wurden. 



Ben Decapeptidamide (I) [a)ft Aminosaureanalyse AusgangsmateriaJien, die anstelle der in Beispiel 2 

spiel (c - 03) angefOhrten eingesetzt wurden 
Rj R2 Rj in 5%iger 

waBriger BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Nle BOC-Leu 

Essigsaure 



Tyr D-Ser Leu -44.8° 



Tyr D-Abu Leu -43.2° 



Tyr D-Nva Leu -385° 



His 1.02;, 
Trp 0.97; 
Glu 1.00; 
Gly 1.03; 
Tyr 0.96 
His 0.96; 
Trp 0.89; 
Glu 1.00; 
Gly 0.99; 
Leu 1.00; 
His 1.00; 
Trp 052; 
Glu 1.00; 
Gly 1.01; 
Leu 058; 



Arg 1.01; 
Set 1.91; 
tto 1.01; 
Leu 057; 

Arg 1.00; 
*r 052; 
fto 1.00; 
Abu0.97; 
Tyr 058 

Arg 0.99; 

051; 
Pro Utt; 
Nva057; 
Tyr 058 



BOC-I*r(BzI) BOC-D-Ser(Bzl) BOC-Leu 



BOC-Tyr(BzI) BOC-IVAbu BOC-Leu 



BOC-Tyr(BzD BOC-D-Nva BOC-Leu 
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Fortsetzung 



Bei- 


Decapeptidamide (1) 


[a)]f Aminosaureanalyse 


Aujgangsmatsrialien, die anstelle der in Beispiel 2 


spiel 




(r-0,5) 


angefthrten eingesetzt wurden 




R, R 2 Rj 


in 5%iger 


BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Nle BOC-Leu 






waflriger 






Essigsaure 
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Tyr D~Thr Leu -37.5° 



Tyr D-Phe Leu -52.4° 



Tyr D-Mct Leu -42.0° 



Phc D-Phe Leu -69.5° 



Tyr D-Abu lie -38.5° 



Phe D-Ser Nle -32.5° 



Phe D-Nle Nle -35.1° 



Phe D-Nva lie -35.5° 



His 1.01 
Trp 0.95 
Ser 0.92 
Pro 1.00; 
Leu 1.00: 

His 1.00 
Trp 0.87 
Glu 1.00 
Gly 1.01 
Phe 1.00; 
His 0.98 
Trp 0.89; 
Glu 0.99; 
Gly 1.00: 
Leu 1.00; 

His 1.00; 
Trp 0.87 
Glu 1.01 
Gly 1.00 
Phe 1.98 

His 1.00; 
Trp 0.92; 
Glu 1.03; 
Gly 1.00; 
He 0.98; 

His 0.96; 
Trp 0.87; 
Glu 1.00; 
Gly 1.00; 
Phe 1.02 

His 1.00; 
Trp 0.82; 
Glu 1.02; 
Gly 1.00; 
Phe 0.97 
His 0.96; 
Trp 0.86; 
Glu 1.00; 
Gly 0.98; 
He 0.92; 



Arg 0.98 
Thr 1.00 
Glu 1.00: 
Gly 0.99 
Tyr 0,98 

Arg 0.99 
Ser 0.89 
Pro 0.99 
Leu 0.98 
Tyr 0.96 

Arg 1.00; 
Ser 0.92; 
Pro 0.98; 
Met 0.79; 
Tyr 1.00 
Arg 0.98 
Ser 0.98 
Pro 0.98 
Leu 1.00; 

Arg 1.00; 
Ser 0.88; 
Pro 1.00; 
Abu0.96; 
Tyr 0.98 
A>g0.94 
Ser 1.87 
Pro 0.99 
Nle 0.96 

to 

Arg 1.01 
Ser 0.89 
Pro 1.00 
Nle 2.03 

Arg 1.00; 
Ser 0.89; 
Pro 1.00; 
N?a0.90 
AeO.99 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Thr BOC-Leu 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Phe BOC-Leu 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Met BOC-Leu 



BOC-Phe BOC-D-Phe BOC-Leu 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Abu BOC-Ile 



BOC-Phe BOC-D-Ser(Bzl) BOC-Nle 



BOC-Phe BOC-D-Nle BOC-Nle 



BOC-Phe BOC-D-Nva BOC-Ile 



Vergtekh der owUUonsinduzierendeii Wirksamkeit der eifroduugsgemaflen Decapeptid- 
t PyiOfci-His-Trp-Ser-R ! -Rj-R3-Arg-Pr6-GIy-NH 2 mit LH/RH 



Ri 



Ovulatioorifiduziereode 

Wirksamkeit 

ED5o(*/100gb.w.) 



Vergieicfa 



Tyr 
Tyr 

Tyr 
Tyr 



Gly 

D-Nle 

D-Scr 

D-Abu 

D-Nva 

D-Thr 

D-ffca 



Leu 
Leu 
Leu 



Leu 
Leu 



215 (LH/RH) 
8,0 

M 

7.7 
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Fortselzung 
Beispiet 
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R 2 
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Ovulationsinduzierende 

Wirtcsamkeit 

EDso (ng/lOOgb.w.) 



8 
9 
10 
11 



Tyr 
Phe 
Tyr 
Phe 



D-Met 
D-Phe 
D-Abu 
D-Ser 



Leu 
Leu 
lie 
Nle 



8,6 
10,8 
12,7 
12,0 



Die ovulationsinduzierende Wirksamkeit wurde nach der in J.Med. Chem. 16, 1144 
(1973) beschriebenen Methode bestimmt. 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 



□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: . 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



BEST AVAILABLE IMAGES 




BLACK BORDERS 



THIS PAGE BLANK iuspto) 



